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ou mais proteínas de fusão oncogênicas (por exemplo, BCR-ABL), substratos 

destas, vias destas ou combinações destas. Este exemplo também demonstra a 

recuperação de células brancas do sangue a partir de amostras de sangue de 

paciente, usando conta magnética de captura com anticorpos anti-CD45 e/ou 

anti-CD15, seguido pela preparação de um lisado celular e determinação do 5 

estado da expressão e/ou ativação de uma ou mais proteínas de fusão 

oncogênicas (por exemplo, BCR-ABL), substratos destas, vias destas ou 

combinações destas. Eliminando a necessidade de qualquer das etapas de 

lavagem após o isolamento celular, os métodos aqui descritos são vantajosos 

em decorrência de células de interesse poderem ser recuperadas a partir do 10 

sangue sem mudar a concentração intracelular de um medicamento anti-

câncer, tal como um inibidor de tirosina quinase. Como tal, os métodos 

descritos neste exemplo são contrários à prática aceita na técnica de lavar as 

células após o isolamento (por exemplo, células ligadas à conta de lavagem), 

e fornecer lisados celulares a partir de células recuperadas sem diluição 15 

substancial de um medicamento anti-câncer, tal como um inibidor de tirosina 

quinase (por exemplo, Gleevec®, Tasigna®, Sprycel®, etc.), dentro das células. 

Recuperação de células K562 a partir de 1mL de sangue 

usando Dynacontas CD45 

1. Preparar o tampão 1. 20 

1.1 Adicionar 500mg de BSA em 500 mL de PBS. 

1.2 Adicionar 2 mL de EDTA 0,5M. 

2. Preparar sangue e reforço com células K562. 

2.1 Obter 10 mL de sangue total do doador. 

2.2 Diluir 1:1 a diluição de sangue com tampão 1. 25 

2.3 Fazer uma contagem celular de células K562 usando o 

contador de células automatizado. 

2.4 Adicionar 5e6, le6, 0.1e6 e 0 células K562 separadamente 

em 1mL de sangue diluído para cada concentração. 

Petição 870200145696, de 18/11/2020, pág. 5/8
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3. Lavar com dynacontas (Invitrogen Cat. No. 111.53D). 

3.1 Transferir 100 μL de contas para cada 1e7 células em um 

tubo eppendorf de 1,5 mL. 

3.2 Adicionar 1mL de tampão 1 e misturar delicadamente. 

3.3 Colocar o tubo no imã por 1 minuto. 5 

3.4 Remover o sobrenadante. 

3.5 Remover o tubo do imã e ressuspender em quantidades 

iguais de tampão 1, como o volume inicial de contas transferidas. 

4. Isolamento de célula. 

4.1 Adicionar 100 μL de contas laçadas em cada amostra de 10 

sangue K562 aumentada. 

4.2 Incubar as amostras em um rotor em uma temperatura fria 

(ou temperatura ambiente) por 20 minutos, 2 horas ou 1 hora. 

4.3 Colocar amostras no imã e remover o sobrenadante. 

5. Preparação de lisado celular. 15 

5.1 Adicionar 1 mL de tampão de lise gelado às contas ligadas 

às 5e6 células K562 

5.2 Adicionar 500 μL de tampão de lise às contas ligadas às 

1e6 células K562. 

5.3 Adicionar 100 μL de tampão de lise às contas ligadas às 20 

0,1e6 células K562. 

5.4 Vortexar e colocar no gelo por 20'; vortexar 

intermitentemente. 

5.5 Centrifugar por 15' na velocidade máxima a 4 graus. 

5.6 Transferir o sobrenadante para um tubo eppendorf para 25 

correr o microarranjo, por exemplo, realizando o imunoensaio mediado por 

proximidade aqui descrito 

Isolamento de célula CML a partir da amostra de sangue do 

paciente usando Dynabeads CD45 e/ou CD15 

Petição 870200145696, de 18/11/2020, pág. 6/8
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REIVINDICAÇÕES 

1. Método para determinar o nível ou estado de ativação de uma 

proteína de fusão oncogênica, caracterizado pelo fato de que compreende: 

(a) colocar um extrato celular em contato com uma primeira fração 

de ligação específica para um primeiro domínio de uma primeira proteína de tama-5 

nho total, em condições adequadas para transformar a primeira proteína de tamanho 

total presente no extrato celular em um complexo que compreende a primeira proteí-

na de tamanho total e a primeira fração de ligação, em que o primeiro domínio da 

primeira proteína de tamanho total não apresenta uma proteína de fusão oncogênica 

correspondente, que compreende um segundo domínio diferente da primeira proteína 10 

de tamanho total fundido a um primeiro domínio de uma segunda proteína de tama-

nho total diferente; 

(b) remover o complexo da etapa (a) a partir do extrato celular para 

formar um extrato celular desprovido da primeira proteína de tamanho total; 

(c) colocar o extrato celular da etapa (b) em contato com uma se-15 

gunda, uma terceira e uma quarta fração de ligação que sob condições adequadas pa-

ra transformar a proteína de fusão oncogênica presente no extrato celular em um 

complexo compreendendo a proteína de fusão oncogênica e a segunda, terceira e 

quarta fração de ligação; 

em que a segunda fração de ligação é específica para o segundo 20 

domínio da primeira proteína de comprimento total diferente, em que a segunda fra-

ção de ligação é contida em um suporte solido em um arranjo,  

em que a terceira fração de ligação é etiquetada com uma fração de 

facilitação e é específica para um dos seguintes: (i) o primeiro domínio da segunda 

proteína de tamanho total diferente; (ii) o segundo domínio diferente da primeira pro-25 

teína de tamanho total; ou (iii) o sítio de fusão entre o segundo domínio diferente da 

primeira proteína de tamanho total, e o primeiro domínio da segunda proteína de ta-

manho total diferente, 

em que a quarta fração de ligação é marcada com um primeiro ele
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mento de um par de amplificação de sinal, e é específica para o primeiro domínio da 

segunda proteína de tamanho total diferente, e 

em que a fração de facilitação gera um agente de oxidação que ca-

naliza e reage com o primeiro elemento do par de amplificação de sinal; 

(d) incubar o complexo da etapa (c) com um segundo elemento do 5 

par de amplificação de sinal para gerar um sinal amplificado; e 

(e) detectar o sinal amplificado gerado a partir do primeiro e se-

gundo elementos do par de amplificação de sinal, através da determinação dos níveis 

ou do estado de ativação da proteína de fusão oncogênica. 

2. Método, de acordo com a reivindicação 1, caracterizado pelo fa-10 

to de que o extrato celular compreende um extrato de células isoladas de uma amos-

tra opcionalmente selecionado de sangue total, soro, plasma, urina, escarro, fluido do 

lavado brônquico, lágrimas, aspirado de mama, linfa, saliva, aspirado por agulha fina 

(FNA) e combinações dos mesmos. 

3. Método, de acordo com a reivindicação 2, caracterizado pelo fa-15 

to de que a amostra é obtida a partir de um paciente com câncer, opcionalmente cau-

sado pela formação de uma proteína de fusão concogênica devido a translocação do 

cromossomo na célula de câncer, o dito câncer opcionalmente sendo uma malignida-

de hematológica, sarcoma osteogênico, ou sarcoma de tecido mole, adita malignida-

de hematológica sendo uma leucemia ou linfoma, leucemia mielogênica crônica (C-20 

ML). 

4. Método, de acordo com a reivindicação 2, caracterizado pelo fa-

to de que as células isoladas são selecionadas do grupo que consiste em células tu-

morais circulantes, leucócitos e combinações dos mesmos, ou em que que as células 

isoladas são estimuladas in vitro com fatores de crescimento, ou em que as células 25 

isoladas são incubadas com um medicamento anti-câncer antes da estimulação com 

fator de crescimento, ou em que as células isoladas são lisadas após o estímulo com 

fator de crescimento para produzir o extrato celular, ouem que as células isoladas não 

são lavadas antes da lise para produzir o extrato celular. 
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5. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 a 4, 

caracterizado pelo fato de que a proteína de fusão oncogênica é selecionada do grupo 

que consiste em BCR-ABL, DEK-CAN, E2A-PBX1, RARα-PML, IREL-URG, 

CBFß-MYH11, AML1-MTG8, EWS-FLI, LYT-10-Cα1, HRX-ENL, HRX-AF4, 

NPM-ALK, IGH-MYC, RUNX1-ETO, TEL-TRKC, TEL-AML1, MLL-AF4, TCR-5 

RBTN2, COL1A1-PDGF, E2A-HLF, PAX3-FKHR, ETV6-NTRK3, RET-PTC, 

TMRSS-ERG, TPR-MET e combinações dos mesmos. 

6. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 a 5, 

caracterizado pelo fato de que a proteína de fusão oncogênica é BCR-ABL. 

7 Método, de acordo com a reivindicação 6, caracterizado pelo fato 10 

de que a primeira proteína de tamanho total é BCR, em que o primeiro domínio da 

primeira proteína de tamanho total compreende a região carboxila-terminal de BCR 

(BCR-C)., em que o segundo domínio diferente da primeira proteína de tamanho to-

tal compreende a região amino-terminal de BCR (BCR-N), em que a segunda proteí-

na de tamanho total diferente é ABL, em que o primeiro domínio da segunda proteí-15 

na de tamanho total diferente compreende a região carboxila-terminal de ABL (ABL-

C), em que a primeira proteína de tamanho total é ABL, em que a segunda proteína 

de tamanho total diferente é BCR. 

8. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 a 7, 

caracterizado pelo fato de que o estado de ativação é selecionado do grupo que con-20 

siste em um estado de fosforilação, estado de ubiquitinação, estado de complexação e 

combinações dos mesmos, ou ainda compreende determinar adicionalmente o nível 

ou estado de ativação de uma ou mais moléculas de transdução de sinal, em que a 

dita uma ou mais moléculas de transdução de sinal é um substrato de BCR-ABL, em 

que o dito substrato de BCR-ABL é selecionado do grupo que consiste em CRKL, 25 

JAK2, STAT5, VAV, BAP-1 e combinações dos mesmos. 

9. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 a 8, 

caracterizado pelo fato de que a primeira fração de ligação compreende um primeiro 

anticorpo, o dito primeiro anticorpo é afixado a um suporte sólido, em que o suporte 
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sólido é selecionado do grupo que consiste em vidro, plástico, chipes, pinos, filtros, 

contas, papel, membrana, feixes de fibras e combinações dos mesmos. 

10. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 a 9, 

caracterizado pelo fato de que a segunda fração de ligação compreende um segundo 

anticorpo, o dito segundo anticorpo é afixado a um suporte sólido, em que o suporte 5 

sólido é selecionado do grupo que consiste em vidro, plástico, chipes, pinos, filtros, 

contas, papel, membrana, feixes de fibras e combinações dos mesmos. 

11. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 a 

10, caracterizado pelo fato de que as etapas (c) e (e) compreendem um ensaio imuno-

absorvente ligado e enzima (ELISA), um ensaio de citometria de fluxo, ou um ensaio 10 

de seleção de rótulo, o dito ELISA opcionalmente compreende um ELISA em sandu-

íche, a dita citometria de fluxo opcionalmente compreende um ensaio de separação 

de células ativado por fluorescência (FACS). 

12. Método, de acordo com a reivindicação 1, caracterizado pelo 

fato de que o extrato celular da etapa (b) é colocado em contato com uma diluição 15 

em série da segunda fração de ligação para formar uma pluralidade de complexos 

compreendendo a proteína de fusão oncogênica e a segunda fração de ligação, em 

que a dita terceira e a quarta fração de ligação compreendem os terceiros e quartos 

anticorpos, respectivamente, em que o terceiro e quarto anticorpos são ambos os an-

ticorpos independentes do estado de ativação em que o sinal amplificado, gerado a 20 

partir do primeiro e segundo elementos do par de amplificação de sinal, está correla-

cionado com a quantidade total da proteína de fusão oncogênica. 

13. Método, de acordo com a reivindicação 12, caracterizado pelo 

fato de que o terceiro anticorpo é um anticorpo independente do estado de ativação e 

o quarto anticorpo é um anticorpo dependente do estado de ativação, ou em que o 25 

sinal amplificado, gerado a partir do primeiro e segundo elementos do par de ampli-

ficação de sinal, está correlacionado com a quantidade de proteína de fusão oncogê-

nica ativada. 

14. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 a 
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13, caracterizado pelo fato de que a terceira fração de ligação é marcada diretamente 

com a fração de facilitação, ou em que a quarta fração de ligação é marcada direta-

mente com o primeiro elemento do par de amplificação de sinal, ou em que a quarta 

fração de ligação é marcada com o primeiro elemento do par de amplificação de si-

nal, por meio da ligação entre um primeiro elemento de um par de ligação conjugado 5 

com o segundo anticorpo de detecção, e um segundo elemento do par de ligação con-

jugado com o primeiro elemento do par de amplificação de sinal. 

15. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 a 

14, caracterizado pelo fato de que compreende adicionalmente: 

(f) colocar o extrato celular em contato com uma quinta fração de 10 

ligação específica para um segundo domínio da segunda proteína de tamanho total 

diferente, em condições adequadas para transformar a segunda proteína de tamanho 

total diferente presente no extrato celular em um complexo que compreende a segun-

da proteína de tamanho total diferente e a quinta fração de ligação, em que o segundo 

domínio da segunda proteína de tamanho total diferente não apresenta a proteína de 15 

fusão oncogênica; e 

(g) remover o complexo da etapa (f) do extrato celular para formar 

um extrato celular desprovido da segunda proteína de tamanho total diferente, 

em que a etapa (f) é realizada antes, durante, ou após a etapa (a). 

16. Método, de acordo com a reivindicação 15, caracterizado pelo 20 

fato de que o suporte sólido é selecionado do grupo que consiste em vidro, plástico, 

chipes, pinos, filtros, contas, papel, membrana, feixes de fibras e combinações dos 

mesmos. 

17. Método para otimizar terapia e/ou reduzir a toxicidade em um 

sujeito tendo câncer e recebendo um curso de terapia para o tratamento de câncer, 25 

caracterizado pelo fato de que o método compreende: 

(a) isolar células de câncer após a administração de um medica-

mento anti-câncer; 

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular; 
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(c) medir um nível de expressão e/ou ativação de uma proteína de 

fusão oncogênica no extrato celular, como definido em qualquer uma das reivindica-

ções 1 a 17; 

(d) comparar o nível medido de expressão e/ou ativação da proteína 

de fusão oncogênica com um nível de expressão e/ou ativação da proteína de fusão 5 

oncogênica, medido em um momento anterior, durante o período da terapia; e 

(e) determinar uma dose subsequente do período da terapia para o 

sujeito, ou se um período da terapia diferente pode ser administrado ao sujeito com 

base na comparação da etapa (d). 

18. Método, de acordo com a reivindicação 17, caracterizado pelo 10 

fato de que a proteína de fusão oncogênica é BCR-ABL, em que o sujeito é determi-

nado por apresentar células de câncer que expressam a proteína de fusão oncogênica 

antes de receber o período da terapia, em que o sujeito é positivo para BCR-ABL. 

19. Método, de acordo a reivindicação 17 ou 18, caracterizado pelo 

fato de que tanto o nível de expressão quanto o nível de ativação da proteína de fusão 15 

oncogênica são medidos no extrato celular, em que a etapa (c) compreende adicio-

nalmente calcular uma razão dos níveis de proteína ativada para proteína de fusão 

oncogênica total, em que a etapa (d) compreende comparar a razão calculada dos ní-

veis de proteína ativada para proteína de fusão oncogênica total com uma razão dos 

níveis de proteína ativada para proteína de fusão oncogênica total, calculada para o 20 

sujeito em um estágio inicial. 

20. Método, de acordo com a reivindicação 19, caracterizado pelo 

fato de que a razão calculada dos níveis de proteína ativada para proteína de fusão 

oncogênica total está correlacionada com a inibição percentual da proteína de fusão 

oncogênica ativada, mediante tratamento com medicamento anti-câncer, em que a 25 

razão calculada dos níveis de proteína ativada para proteína de fusão oncogênica to-

tal está relacionada com o nível de uma proteína controle em que a razão calculada 

dos níveis de proteína ativada para proteína de fusão oncogênica total compreende 

uma razão dos níveis de proteína BCR-ABL fosfo/total. 
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21. Método, de acordo com a reivindicação 20, caracterizado pelo 

fato de que a proteína controle compreende uma proteína natural de tamanho total 

que contém sequências ou domínios encontrados na proteína de fusão oncogênica em 

que a proteína controle é selecionada do grupo que consiste em BCR de tamanho to-

tal, ABL de tamanho total e combinações dos mesmos. 5 

22. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 17 a 

21, caracterizado pelo fato de que menos de cerca de 50 % de inibição do nível de 

ativação da proteína de fusão oncogênica indica uma necessidade para aumentar a 

dose subsequente do período da terapia, ou para administrar um período da terapia 

diferente, em que menos de cerca de 50 % de inibição do nível de ativação da proteí-10 

na de fusão oncogênica indica uma falta de concordância do sujeito ao período da 

terapia, a existência de possíveis efeitos colaterais ou toxicidade associada com o pe-

ríodo da terapia, ou combinações dos mesmos, em que mais de cerca de 80 % de ini-

bição do nível de ativação da proteína de fusão oncogênica indica que o sujeito está 

no período da terapia correto e na dose correta. 15 

23. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 17 a 

22, caracterizado pelo fato de que o câncer é leucemia mielogênica crônica (CML), 

em que o medicamento anti-câncer é selecionado do grupo que consiste em um anti-

corpo monoclonal, inibidor de tirosina quinase, agente quimioterapêutico, agente te-

rapêutico hormonal, agente radioterapêutico, vacina e combinações dos mesmos, em 20 

que o inibidor de tirosina quinase é selecionado do grupo que consiste em mesilato 

de imatinib (Gleevec®), nilotinib (Tasigna®), dasatinib (Sprycel®), bosutinib (SKI-

606) e combinações dos mesmos. 

24. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 17 a 

23, caracterizado pelo fato de que as etapas (c) a (e) compreendem alternativamente: 25 

(c') medir um nível de expressão e/ou ativação de uma proteína de 

fusão oncogênica e uma ou mais moléculas de transdução de sinal em sua via no ex-

trato celular;  

(d') comparar o nível medido de expressão e/ou ativação da proteí-
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na de fusão oncogênica, e moléculas de transdução de sinal, com um nível de expres-

são e/ou ativação da proteína de fusão oncogênica, e moléculas de transdução de si-

nal, medido em um momento inicial durante o período da terapia; e 

(e') determinar uma dose subsequente do período da terapia para o 

sujeito, ou se um período da terapia diferente pode ser administrado ao sujeito com 5 

base na comparação da etapa (d'). 

25. Método para selecionar um medicamento anti-câncer adequado 

para o tratamento de um câncer, ou para identificar a resposta de um câncer ao trata-

mento com um medicamento anti-câncer, ou para predizer a resposta de um sujeito 

tendo câncer ao tratamento com um medicamento anti-câncer, ou para determinar se 10 

um sujeito tendo câncer é resistente ao tratamento com um medicamento anti-câncer, 

caracterizado pelo fato de que o método compreende: 

(a) isolar células de um câncer após a administração de um medi-

camento anti-câncer, ou antes da incubação com um medicamento anti-câncer; 

(b) lisar as células isoladas para produzir um extrato celular; 15 

(c) medir um nível de expressão e/ou ativação de uma proteína de 

fusão oncogênica no extrato celular, como definido em qualquer uma das reivindica-

ções 1 a 24; e 

(d) determinar se o medicamento anti-câncer é adequado ou inade-

quado para o tratamento do câncer, comparando o nível de expressão e/ou ativação 20 

detectado para a proteína de fusão oncogênica com um nível de referência e/ou perfil 

de ativação gerado na ausência do medicamento anti-câncer, identificar o câncer co-

mo responsivo ou não responsivo ao tratamento com o medicamento anti-câncer, 

comparando o nível de expressão e/ou ativação detectado para a proteína de fusão 

oncogênica com um nível de referência e/ou perfil de ativação gerado na ausência do 25 

medicamento anti-câncer, e/ou prever a qual probabilidade que o sujeito responderá 

ao tratamento com o medicamento anti-câncer, comparando o nível de expressão 

e/ou ativação detectado para a proteína de fusão oncogênica com um nível de refe-

rência e/ou perfil de ativação gerado na ausência do medicamento anti-câncer, e/ou 
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determinar se o sujeito é resistente ou sensível ao tratamento com o medicamento 

anti-câncer, comparando o nível de expressão e/ou ativação detectado para a proteína 

de fusão oncogênica com um nível de referência e/ou perfil de ativação gerado na 

ausência do medicamento anti-câncer ou na presença do medicamento anti-câncer 

em um período inicial, respectivamente. 5 

26. Método, de acordo com a reivindicação 25, caracterizado pelo 

fato de que o câncer é leucemia mielogênica crônica (CML) em que o medicamento 

anti-câncer é selecionado do grupo que consiste em um anticorpo monoclonal, inibi-

dor de tirosina quinase, agente quimioterapêutico, agente terapêutico hormonal, a-

gente radioterapêutico, vacina e combinações dos mesmos, em que o anticorpo mo-10 

noclonal é selecionado do grupo que consiste em trastuzumab (Herceptin®), alemtu-

zumab (Campath®), bevacizumab (Avastin®), cetuximab (Erbitux®), gemtuzumab 

(Mylotarg®), panitumumab (Vectibix™), rituximab (Rituxan®), tositumomab (BEX-

XAR®) e combinações dos mesmos, o dito inibidor de tirosina quinase é selecionado 

do grupo que consiste em mesilato de imatinib (Gleevec®), nilotinib (Tasigna®), da-15 

satinib (Sprycel®), bosutinib (SKI-606), gefitinib (Iressa®), sunitinib (Sutent®), erlo-

tinib (Tarceva®), lapatinib (Tykerb®), canertinib (CI 1033), semaxinib (SU5416), va-

talanib (PTK787/ZK222584), sorafenib (BAY 43-9006), leflunomide (SU101), van-

detanib (ZACTIMA™; ZD6474) e combinações dos mesmos, em que o agente qui-

mioterapêutico é selecionado do grupo que consiste em pemetrexed (ALIMTA®), 20 

gencitabina (Gemzar®), sirolimus (rapamycin), análogos de rapamicina, compostos 

de platina, carboplatina, cisplatina, satraplatina, paclitaxel (Taxol®), docetaxel (Taxo-

tere®), tensirolimus (CCI-779), everolimus (RAD001) e combinações dos mesmos 

em que o agente terapêutico hormonal é selecionado do grupo que consiste em inibi-

dores de aromatase, moduladores do receptor de estrogênio seletivo, esteróides, fi-25 

nasterida, agonistas do hormônio que libera gonadotropina, sais farmaceuticamente 

aceitáveis destes, estereoisômeros destes, derivados destes, análogos destes e combi-

nações dos mesmos, em que o agente radioterapêutico é selecionado do grupo que 

consiste em 47Sc, 64Cu, 67Cu, 89Sr, 86Y, 87Y, 90Y,105Rh, 111Ag, 111In, 117mSn, 149Pm, 
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153Sm, 166Ho, 177Lu, 186Re, 188Re, 211At, 212Bi e combinações dos mesmos. 

27. Invenção, caracterizada por quaisquer de suas concretizaçõe-

sou categorias de reivindicação englobadas pela matéria inicialmente revelada no 

pedido de patente ou em seus exemplos aqui apresentados.  




































































